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Copper (Cu) is one of the trace essential element for plant growth, in addition to be involved in disease 
resistance. Upon infection by pathogen, plants synthesize a phytohormone of salicylic acid (SA), whereas upon 
injury by insects, jasmonic acid (JA) is synthesized. In this study, I investigated the effect of Cu in culture media 
on disease resistance and the role of Cu in SA and JA synthesis and signal transduction. Application of proper 
amount of Cu into media decreased the infection rate by Pectobacterium carotovoram and induced both a 
defense gene of PR1 and a defensin gene of PDF1.2a in Arabidopsis thaliana, suggesting the role of Cu in 
disease resistance by induction of defense genes. The increased expression level of PDF1.2a in the COI1 mutant 
(coi1), in which the JA receptor was deleted, suggested another route for induction of the defense response other 
than the JA synthesis and signal transduction. Since Cu2+ works as a cofactor of the ethylene receptor protein, 
Cu is possible to complement the disease resistance by enhancing the ethylene signal transduction in addition 
to JA synthesis and signal transduction. 
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１．緒言 
 銅（Cu）は植物成長の微量必須元素であるだけでなく，
病害抵抗性にも関与するとされる（1）．また，植物は病原
菌に感染するとサリチル酸（salicylic acid,SA）を,虫の食害
などを受けるとジャスモン酸（jasmonic acid,JA）を生合成
する（2）．そこで本研究では，SA，JAの生合成、信号伝
達に関わる突然変異体を用いて，Cu 添加による発病度の
違いと病害抵抗性遺伝子の発現量を解析した．そして，Cu
による病害抵抗性の誘導経路と，SA，JAによる病害抵抗
性の誘導経路との関係を調べた（図 1）． 
 
 
 
 
 
 
 
２．方法 
実験材料としてシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）
と野菜類軟腐病細菌（Pectobacterium carotovorum）を用い
た．シロイヌナズナの生育には基本培地として，硫酸銅
（CuSO4）を 0.5 µM 含む無機栄養塩溶液を用いた．これ
に加え，無機栄養分組成を調整し，Cuを加えない Cu欠乏
培地，Cu 濃度を 10 倍，50 倍にした Cu 過剰培地を用い
た．播種後 5日間栽培したシロイヌナズナを Cu濃度の異
なる培地に移し，5 日間栽培して個体伸長量を測定した．
また，軟腐病細菌を噴霧接種し，4日後に病徴を観察した． 
SAと JAの効果は，SA（5µM），JA（50µM）を添加し
た培地にシロイヌナズナを植え替え，2日後に同様の実
験を行い，検証した．また，リアルタイム PCR法によ
り，感染特異的タンパク質（pathogenesis-related 
protein1 ;PR1）と，抗菌性タンパク質ディフェンシン
図 1．植物ホルモンによる病害応答の情報伝達経路． 
サリチル酸（SA），ジャスモン酸（JA）はそれぞれ，
エフェクター誘導免疫（ETI）に関与する．また， 
エチレン（ET）は JA誘導の情報伝達経路を介して，
ETI に関与するとされる． 
（plant defensin1.2a；PDF1.2a）の遺伝子発現量を解析し
た． 
 
３．結果 
 培地の Cu濃度を変えてシロイヌナズナを栽培したと
ころ，培地 Cu濃度が上昇するにつれてシロイヌナズナ
の伸長量が低下した．病害抵抗性の信号伝達経路を探る
ため，突然変異体植物であるサリチル酸生合成経路が阻
害された sid2（Salicylic acid Induction Deficient2）とジャ
スモン酸応答遺伝子発現の誘導が阻害された rar1
（Required for Mla12 Resistance）を用いたところ，sid2，
rar1変異体ともに野生型と比べて伸長量は少なかった． 
軟腐病菌を接種し，病徴の観察と 4段階の発病度を評
価した（図 2）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果，基本培地，Cu欠乏培地，各濃度の Cu過剰
培地のいずれの条件においても軟腐症状が確認された
が，Cu欠乏条件では，発病度が上昇した（図 2）．反対
に，Cu 10倍条件では発病度が低下したが，Cu 50倍では
再び上昇した。一方，sid2，rar1変異体では野生型と同
様に Cu欠乏条件と Cu50倍で発病度が上昇したが，その
程度が高かった（図 2）．軟腐病菌接種 2日前に SA
（5µM），JA（50µM）を添加した培地に植え替え，軟腐
病菌を接種し，発病度を測定したところ，SA含有培地で
は，野生型と sid2ともに基本培地で育てたものより，発
病度が上昇した（図 3）． 
 
 
 
 
JA含有培地でも，野生型と rar1ともに基本培地で育
てたものより，発病度が上昇した（図 4）． 
 
防御遺伝子 PR1と抗菌性タンパク質ディフェンシン
PDF1.2aの遺伝子発現量を測定した．PR1の発現量は野
生型では Cu濃度を高くするほど増加し，SA含有培地で
は減少した（図 5）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また，sid2変異体では，野生型と比べて，PR1発現量
が減少し，SA含有培地では低 Cu濃度で増加し，高 Cu
濃度で減少した（図 5）．一方，PDF1.2aの発現量は野生
型で Cu濃度を高くすると増加したが，rar1変異体では
さらに増加した（図 6）． 
 
 
 
 
 
図 5.各 Cu濃度での PR1遺伝子発現量比の変化． 
野生型の Cu1倍を 1として，各区の遺伝子の発現
量を表す．野生型と sid2，さらに各々サリチル酸
（5µM）を含んだ培地で栽培したものを用いて，PR1
の遺伝子の発現量を測定した．数値は実験 10 回の
平均と標準誤差を示す． 
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図 2．軟腐病菌接種による発病度の評価． 
野生型，sid2，rar1 個体に軟腐病菌を接種し，4 日
後の病徴を観察した．噴霧した菌濃度は，105 cfu/ml と
106 cfu/ml とし，milliQ噴霧をコントロール区とした．
数値は 170個体の平均と標準誤差を示す． 
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図 4.ジャスモン酸含有培地で栽培した後、軟腐病菌
接種による発病度の評価． 
ジャスモン酸（50µM）を含んだ培地で野生型，rar1
を 2日間栽培した後，噴霧接種をし，病徴観察を行っ
た．数値は 60個体の平均と標準誤差を示す． 
図 3.サリチル酸含有培地で栽培した後、軟腐病菌接種
による発病度の評価． 
サリチル酸（5µM）を含んだ培地で栽培した野生型，
sid2 を 2 日間栽培した後，噴霧接種をし，病徴観察を
行った．数値は 80個体の平均と標準誤差を示す． 
  
 
 
 
 
 
 
 
図 6.各 Cu濃度での PDF1.2遺伝子発現量比の変化． 
野生型の Cu1倍を 1として，各区の遺伝子の発現量を
表す．野生型と rar1，coi1さらに各々JA（50µM）を含ん
だ培地で栽培したものを用いて，PDF1.2aの遺伝子の発
現量を測定した．実験 10回の平均と標準誤差を示す． 
＊は発現量を計測できなかったことを表す． 
 
さらに，JA受容体である COI1（CORONATINE 
INSENSITIVE1）の変異体（coi1）においても，PDF1.2a
の発現量は増加した（図 6）． 
 
４．考察 
本研究結果から，培地への適度な Cu添加は防御遺伝
子の発現量を増やすことで，シロイヌナズナの病原菌感
染率の低下をもたらすことが考えられた．これは，野生
型で Cu濃度を高くするほど防御遺伝子 PR1，デフェン
シンの遺伝子 PDF1.2aの発現量がともに増加し，反対に
Cu欠乏条件では発病度が上がったことからも支持され
る．軟腐菌の感染防御に対する SA，JAの役割を調べた
ところ，SA含有培地で野生型，sid2変異体ともに発病度
が増加したのは，SAの作用と拮抗関係にある JAの誘導
遺伝子発現が抑制され，植物細胞を壊死させる死細胞性 
である軟腐病菌に対し，抵抗性が低下したためと考えら 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
れる（3）．反対に，JA添加により死細胞性病原菌に対す
る抵抗性が上昇し，発病度が減少すると予想したが、異
なる結果となった．これは，外部からの JA添加が外部
ストレスの原因になった可能性がある． 
一方，PDF1.2aの発現量は Cu欠乏条件で JAを添加し
ても増加し，反対に，JA応答が阻害される rar1でも増
加した．これは，Cu欠乏による低下した病害抵抗性を
JAが補い，反対に，JA応答が阻害された場合は，別の
経路が働いて，病害応答をする可能性を示唆される．こ
の別経路の関与は，rar1個体に JAを添加すると PDF1.2a
発現量が増加すること，反対に，高 Cu濃度では発現量
が低下したことからも示唆される．さらに，JA受容体で
ある COI1の変異体（coi1）でも PDF1.2aの発現量が増
加したことから，病害抵抗性を誘導するには JA以外の
経路があると考えられる．Cu2+はエチレン受容体タンパ
ク質の補因子でもあることから，JAによる病害応答をエ
チレンによる病害応答経路が補完している可能性があ
る．この経路において，Cu2+はエチレン受容体の補因子
としてエチレンの信号伝達経路を活性化し，PDF1.2a遺
伝子の発現を介して，病害抵抗性の誘導に関与している
と考えられる． 
本研究では，Cu 添加は防御遺伝子の発現量をより増や
すことで病害抵抗性を向上させる可能性を見出した．この
病害抵抗性の向上には SA，JAの関与を想定したが，エチ
レンの関与も考えられた．今後は，エチレン信号伝達経路
に関連する突然変異体を用いて，Cu と植物ホルモンによ
る病害抵抗性メカニズムを解明したい． 
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